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摘要 
核酸和蛋白质等生物大分子的高灵敏、特异性检测在传染疾病诊断、食品管
理、表观遗传学以及生物医学研究等方面具有广泛的应用。但是，大部分的检测
方法都是基于识别分子与靶标 1:1 结合形成复合物产生检测信号，而对于低丰度
靶标，这类非放大检测方法难以满足实际样品中生物分析的要求。为了能够满足
诸多重要检测目标的痕量分析要求，科学家们发展了一系列酶辅助的信号放大检
测方法。但是酶价格昂贵、易失活且不稳定。纳米材料的出现为各种新型生物传
感器的构建提供了强大的工具和全新的思路。由于纳米材料比表面积大，大量的
生物分子可以通过物理吸附、共价键合、静电结合以及特异性结合等修饰在纳米
材料表面。另外，由于纳米材料具有独特的物理、化学性质，其在生物传感中可
以作为载体、催化剂、猝灭剂等。因此本论文围绕构建纳米材料的信号放大检测
新方法，开展了以下两方面的工作： 
（1）聚多巴胺纳米微球（PDANSs）保护的核酸探针用于 microRNA 的高
灵敏检测 
PDANSs 能够吸附单链核酸探针不被酶降解，当单链核酸探针与靶标形成双
链复合物后能够脱离 PDANSs 表面。基于此原理，我们提出了 PDANSs 保护的
核酸探针用于 microRNA 的高灵敏、高选择性的检测。其具体原理为：针对不同
的microRNA设计合成不同荧光基团标记的DNA荧光探针，在PDANSs存在时，
DNA探针可通过 π-π相互作用吸附于 PDANSs表面上，由于能量共振转移作用，
探针上的荧光被 PDANSs 猝灭。当目标物 microRNA 存在时，目标物会与 DNA
探针发生碱基互补配对杂交，形成互补双链结构，将探针从 PDANSs 表面上竞
争下来，使之发生荧光信号的恢复。此时加入 DNaseI，由于没有聚多巴胺纳米
微球的保护作用，DNA 探针会被降解，而 microRNA 不会被降解，它会游离出
来，再次进入与 PDANSs 表面的 DNA 探针作用，竞争更多的聚多巴胺纳米微球
上的 DNA 探针。重复这一竞争-酶切的循环过程，最终实现响应目标物的荧光信
号放大输出。本方法可以对 microRNA 实现 2.3 pM 的检测灵敏度，并且具有很
好的选择性，该方法在复杂生物体系中也具有很好的检测灵敏度。 
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（2）基于铂纳米颗粒（PtNPs）催化产气的可抛甩式芯片用于可视化便携定
量检测 
为了建立便携可视化的精确定量检测平台，我们结合 PtNPs 优良的催化性能，
发展了基于距离输出的一次性可抛甩式芯片，用于生物标记物的可视化即时检测。
具体原理为：首先将捕获抗体修饰到磁珠表面，靶标特异性结合捕获抗体从而固
定到磁珠表面，修饰 PtNPs 的检测抗体通过特异性结合靶标完成三明治结构。然
后将含有 PtNPs 的样品溶液、染料和 H2O2 加入到芯片的指定样品孔，通过甩动
芯片使得样品溶液与 H2O2 混合。样品中的 PtNPs 催化 H2O2分解产生 O2，推动
芯片内部的染料向前移动。染料移动的距离与靶标浓度呈正相关关系，通过读取
染料的移动距离实现靶标的高灵敏可视化定量检测。我们设计的甩式芯片具有成
本低、便携、误差小、检测范围广及灵敏度高等优点。该方法对前列腺抗原（PSA）
实现 12 pM 的高灵敏检测以及复杂样血清中 PSA 的高灵敏快速检测。该方法选
择性高且具有检测不同靶标的通用性，可以用于其他蛋白质（如 HCG）的高灵
敏即时检测。 
 
关键词：聚多巴胺纳米微球；microRNA；甩式芯片；即时检测 
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Abstract 
Detection of nucleic acids or proteins with high sensitivity and specificity is 
more and more widely used in disease diagnosis, food management, epigenetics, and 
biomedical research, etc. However, most of the detection methods are based on 
hybridization of the recognition molecule and target to form 1:1 compounds to 
produce a signal. When the target is in low abundance, these detection methods are 
difficult to meet the requirements of biological analysis for practical samples. In order 
to meet requirements of trace analysis of many important targets, many different 
enzyme-assisted signal amplification detection methods have been developed. 
However, enzymes are expensive, easy deactivated and instable, which limit their 
applications. Nanomaterials provide a powerful tool for construction of a variety of 
new biological sensors. Taking the advantage of high specific surface area, 
nanomaterials can be functionalized with biomolecules by physical adsorption, 
covalent bonding, electrostatic bonding and other specific bindings, etc. In addition, 
because of the unique physical and chemical properties，nanomaterials can be used as 
carriers, catalysts and quenching agents in biological sensors. Here, we construct new 
signal amplification detection methods based on nanomaterials. Two parts are carried 
out as following:  
(1) Highly Sensitive and Selective Detection of microRNA: DNase I-Assisted 
Target Recycling using DNA Probes Protected by Polydopamine Nanospheres 
Polydopamine nanospheres (PDANSs) can protectsingle strand DNA probes 
against enzymatic cleavage and the DNA probe-microRNA complexes can desorb 
from the PDANSs surface. Based on this principle, we developed a DNase I-assisted 
target recycling signal amplification method for highly sensitive and selective 
detection of microRNA. The working principle of the method is as follows: in the 
absence of microRNA, FAM-labelled DNA probes are in the flexible single-stranded 
state and adsorb on the PDANSs. As a result, the fluorescence is quenched by 
PDANSs. Upon the addition of microRNA, the probes bind to the microRNA and the 
DNA probe-microRNA complexes desorb from the PDANSs surface, and 
fluorescence is restored. Furthermore, the probe immediately becomes the substrate 
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for DNase I digestion, subsequently releasing the microRNA to bind to another probe 
on PDANSs to initiate the next round of cleavage. This cyclic reaction repeats until 
all the related probes are consumed and all fluorophores emit, resulting in significant 
fluorescence signal amplification. With this approach, as low as 2.3 pM microRNA 
can be detected with high selectivity. The method shows very good detection 
sensitivity in complicated biological samples. 
(2) Shake PtNPs-based Microfluidic Chip as a Portable Quantitative Readout 
Device for Highly Sensitive Point-of-Care Testings 
In order to develop a portable visualization platform for accurate quantitative 
detection of biomarkers, we design a simple, disposable ， equipment-free, 
distance-based shake chip (S-Chip) for visual quantitative Point-of-Care Testings. 
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) was integrated with S-Chip. The 
working principle of the method is as follows: The target will be captured by capture 
antibodies on the magnetic beads. The detection antibodies, which are conjugated 
with platinum nanoparticles (PtNPs), complete the sandwich structures by binding to 
another site on the target. Then, sample solution containing sandwich structures, dye 
and H2O2 are added into the specified areas of chip. The chip is shaked to mix sample 
solution with H2O2. O2 generated by PtNPs/H2O2 catalyzing reaction will move 
forward the dye along channel. The moving distance of the dye is related to the target 
concentration. The S-Chip offers the following advantages: low cost, simplicity, 
disposability, high sensitivity and portability. With this approach, as low as 12 pM 
PSA can be detected in complex serum sample with high sensitivity. The method with 
the high selectivity and universality has the potential to be applied to the detection of 
other proteins. 
 
Keywords: polydopamine nanospheres; microRNA; shake chip; point-of-care testings 
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第一章 绪论 
1.1 生物分子相关的信号放大方法 
核酸和蛋白质等生物分子的高灵敏、特异性检测在传染疾病诊断[1-5]、食品
管理[6-8]、表观遗传学[9-12]以及生物医学研究[13-16]等领域具有广泛的应用。对于核
酸分子的检测，主要通过寡聚核苷酸探针与靶标 DNA 或者 RNA 杂交使其结构
发生变化从而使输出信号改变来实现。首先将寡聚核苷酸探针设计成与靶标核苷
酸部分互补的单链，核酸分子探针对靶标的识别一般通过碱基互补配对及其他非
共价反应（氢键、范德华力、疏水作用等）的方式完成，最后通过输出荧光信号、
比色信号及电化学信号对靶标实现检测。对于蛋白质的检测，经典的方法是酶联
免疫分析法[17]，靶标蛋白、捕获抗体及检测抗体特异性结合形成三明治结构，
最后通过输出比色信号及电化学信号对靶标蛋白实现检测。但是，大部分的检测
方法都是基于识别分子与靶标 1:1 结合形成复合物产生检测信号，而对于低丰度
靶标，这类非放大检测方法难以满足实际样品中生物分析的要求[18-19]。因此，为
了能够满足诸多重要检测目标的痕量分析要求，发展超高灵敏甚至单分子的信号
放大检测方法是极其重要的。随着科学家们的不断努力，他们提出了不同的解决
方案。通过一定的放大化方法，在一定程度上实现了对核酸及蛋白质等重要分析
物的高灵敏检测。 
科学家们发展了一系列的放大方法，如靶标放大法、探针放大法、可产生信
号放大作用的输出物的放大策略等。 
靶标放大法是通过酶辅助扩增反应，将目标 DNA 复制 108-109 倍来使靶标浓
度足够高，再通过电泳分析及荧光探针进行检测。一个典型的靶标放大法是聚合
酶链式反应（PCR）[20-22]。该方法不足之处在于，需要昂贵的热循环仪器对温度
进行控制，限制了其在便携式检测方面的应用。 
探针放大法通过设计特殊探针，探针序列被不断复制扩增来实现放大，如滚
环扩增放大技术（RCA）[23-25]，它模仿生物的环形 DNA 分子滚环式复制方式，
使用 5’端磷酸化的单链环形 DNA 模板，通过与引物的互补结合，在聚合酶及
dNTPs 存在的情况下，使引物沿着模板不断向前聚合，并在聚合一周之后将前面
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聚合的产物取代下来。通过反复不断的取代及聚合过程，一个引物能够复制成千
上万个与模板序列互补的重复序列，实现对靶标的放大[23]，此方法可以将信号
增强约 1000 倍。 
为了提高检测灵敏度，科学家们还发展了通过化学方法连接可产生信号放大
的输出物的放大策略，主要通过靶标的存在引起的化学反应所产生的放大信号。
这些方法主要包括：树枝状 DNA（bDNA）技术[26-27]、杂交连锁反应（HCR）[28-30]、
脂质体辅助的放大检测法[31-32]、纳米材料辅助的放大检测法[33-36]等。这类信号技
术在各类研究中起着重要的作用，广泛应用于生物技术分析和研究领域。 
以上几种放大检测方法，按照信号放大辅助工具可以分为酶辅助的信号放大
方法及纳米材料辅助的信号放大方法。 
1.2 基于酶辅助的信号放大方法 
酶由于其高灵敏、高特异性等优点被广泛应用于信号放大检测方法中。在酶
辅助的靶标循环信号放大方法里，核酸探针-靶标复合物被酶特异性识别，核酸
探针链被酶降解，被降解的核酸探针生成一个可探测的信号，相对于完整的核酸
探针，被降解的探针碎片对靶标具有更低的亲和性，因此释放靶标去绑定另一个
探针分子再进一步激发降解，不断的循环杂交和探针降解使得信号不断被放大。
基于酶辅助的靶标循环信号放大方法广泛应用于 miRNA 分析检测、单核苷酸多
态型基因分析和即时诊断。酶辅助的靶标循环信号放大方法主要包括聚合酶辅助
的靶标放大方法和核酸酶辅助的靶标循环信号放大方法。 
1.2.1 聚合酶辅助的靶标放大方法 
聚合酶辅助的目标放大方法以聚合酶链式反应（polymerase chain reaction， 
PCR）[37]、滚环扩增技术（rolling circle amplification，RCA）[38]等为代表，通过
热变性的方法，在聚合酶参与下，通过放大目标核酸，可以使输出信号得到放大，
从而实现对目标物的高灵敏检测。 
1.2.1.1 PCR 技术 
PCR 技术是发展最早、在医学和生物化学领域已经得到广泛的应用的目标
放大化扩增方法。其原理是通过高温下 dsDNA 热变性、退火时引物链的结合以
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